Steroid receptor coactivator SRC-3 plays a protective role in postoperative ileus and study of mechanism by 戴骏
学校编码：10384 密级
学号：24520141153529
硕 士 学 位 论 文
在术后肠梗阻炎性反应中 SRC-3 对肠道的
保护机制研究
Steroid receptor coactivator SRC-3 plays a protective role in
postoperative ileus and study of mechanism
戴 骏
指导教师姓名： 苏国强 教授
授专 业 名 称： 外科学
论文提交日期： 2017 年 4月
论文答辩日期： 2017 年 5月
2017 年 5月
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
厦门大学学位论文原创性声明
本人呈交的学位论文是本人在导师指导下,独立完成的研究成
果。本人在论文写作中参考其他个人或集体已经发表的研究成果，均
在文中以适当方式明确标明，并符合法律规范和《厦门大学研究生学
术活动规范（试行）》。
另外，该学位论文为（ ）课题（组）
的研究成果，获得（ ）课题（组）经费或实验室的
资助，在（ ）实验室完成。（请在以上括号内填写
课题或课题组负责人或实验室名称，未有此项声明内容的，可以不作
特别声明。）
声明人（签名）：
年 月 日
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
厦门大学学位论文著作权使用声明
本人同意厦门大学根据《中华人民共和国学位条例暂行实施办
法》等规定保留和使用此学位论文，并向主管部门或其指定机构送交
学位论文（包括纸质版和电子版），允许学位论文进入厦门大学图书
馆及其数据库被查阅、借阅。本人同意厦门大学将学位论文加入全国
博士、硕士学位论文共建单位数据库进行检索，将学位论文的标题和
摘要汇编出版，采用影印、缩印或者其它方式合理复制学位论文。
本学位论文属于：
（ ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，
于 年 月 日解密，解密后适用上述授权。
（ ）2.不保密，适用上述授权。
（请在以上相应括号内打“√”或填上相应内容。保密学位论文应
是已经厦门大学保密委员会审定过的学位论文，未经厦门大学保密委
员会审定的学位论文均为公开学位论文。此声明栏不填写的，默认为
公开学位论文，均适用上述授权。）
声明人（签名）：
年 月 日
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
摘要
I
摘 要
术后肠梗阻（postoperative ileus,POI）是机体自身应对手术创伤的一种自限
性防御反应，是外科手术中不可避免的并发症。术后肠梗阻延缓了患者术后康复
速度，延长住院时间，并可导致多种术后并发症发病率升高，术后肠梗阻导致的
的治疗成本与医疗资源消耗，是一项巨额的医疗耗费。近年来，关于术后肠梗阻
的研究热度逐渐上升，研究认为术后肠道的炎性反应是导致术后肠梗阻的关键。
运用基因敲除技术获得某一基因敲除的小鼠，对比研究该基因于术后肠梗阻发病
过程中的病理生理作用，成为研究术后肠梗阻发病机制以及机体对胃肠道保护机
制的一项重要的研究方法。类固醇激素受体辅激活子 3（Steroid receptor
coactivator, SRC-3）是转录辅激活子 SRC家族中的一员，它能与多种转录因子及
其相应的核受体相互作用，使它们的转录活性得到加强。近年来，Yu C 及其团
队发现 SRC-3 基因敲除可导致过度的炎症反应。本实验中我们通过构建 SRC-3
基因敲除小鼠与野生型小鼠的术后肠梗阻模型，对比研究 SRC-3 在术后肠梗阻中
对肠道的作用。前期结果发现小鼠发生术后肠梗阻时肠道肌层 SRC-3 蛋白表达
上调，SRC-3基因敲除小鼠发生术后肠梗阻时肠道肌层的炎症因子与趋化因子在
mRNA水平与蛋白水平的表达量均高于野生型小鼠。本次实验中我们发现 SRC-3
基因敲除小鼠术后肠道炎症细胞浸润较野生型小鼠更为严重。这些结果说明，
SRC-3 可能在术后肠梗阻中起到了抑制过度炎症反应的免疫调节作用，从而在术
后肠梗阻中起到了保护肠道的作用。
关键字：术后肠梗阻; SRC-3; 炎症机制
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Abstract
II
Abstract
Postoperative ileus (POI) is a self-limiting defense response of the body itself to
the surgical trauma, which is an unavoidable complication in surgical operation. The
primary features of POI include nausea, vomiting, inability to tolerate an oral diet,
abdominal distension and delayed exhaust and defecation. Postoperative ileus has be
show slow patient recovery, prolonged hospital stay, and also can lead to a variety of
postoperative complications increased incidence. Postoperative intestinal obstruction
not only increased the pain on patients, but also increased the psychological burden of
patients, increasing the difficulty of postoperative recovery. At the same time, POI
caused by the over cost of treatment and medical resources wasted, it's a huge medical
expenses. In recent years, the study of POI of the heat gradually increased, study
shows that postoperative intestinal inflammatory response is the key to POI.It has
become an important reacharch method to use of gene knockout technology of
building a comparative study for the pathogenesis of POI research and the mechanism
of the body's gastrointestinal protection. Steroid receptor coactivator 3 is a member of
the coregulator SRC family, which interacts with a variety of transcription factors and
their corresponding nuclear receptors, to enhance their transcriptional activity. In
recent years, Yu C and its team have found that SRC-3 knockout can lead to excessive
inflammatory response. In the previous experiment, we successfully constructed the
model of POI disease in mice and found that after the intestinal obstruction,
expression of SRC-3 protein in the intestinal muscle of mice was increased.
Comparative study between the POI model mice of SRC-3 knockout mice and wild
type mice show that the expression in mRNA and protein of inflammatory cytokines
and chemokines in the intestinal mucosa of SRC-3 knockout mice is higher is than
that of Wild type mice. Recently, we found that the intestinal inflammatory cell
infiltration of SRC-3 gene knockout mice after surgery model mice after was
significantly more than that in wild-type mice. These results suggest that SRC-3 may
play an immunomodulatory role in the over-inflammatory response in ileus, thereby
protecting the intestinal tract in POI.
keyword ： Postoperative ileus; Steroid receptor coactivator-3; Inflammatory
Mechanisms
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第一章 前言
1.1 类固醇激素受体辅激活子（SRC）
1.1.1 核受体简介
真核生物的转录是一个精细且复杂的过程，涉及到多种蛋白质及蛋白质聚合
体的有序作用以保证转录过程的精准与持续。通常，基因开始表达时需要真核细
胞核内特异性 DNA识别序列与不同类型的蛋白质以及特异性转录因子结合，开
启基因的转录与表达。
核受体（Nuclear receptor,NR）是广泛分布于生物体内的一类转录因子。核
受体由其配体或其他信号激活，激活后的核受体结合于靶基因调节区特定 DNA
序列的相应原件上，发挥转录作用。当与靶基因 DNA 的启动子或增加子结合时，
核受体可通过募集转录起始复合物或者 RNA 聚合酶 II（RNA polymerase II）来
调节靶基因的转录，研究发现，目前，已经发现的人源性核受体有 48 种[1]，他
们在调节人体的各项生理功能上起重要作用，如生殖、代谢、炎症、免疫以及脂
质信号等[2-5]。
1.1.2 核受体的结构与分类
通过蛋白质晶体结构学研究发现，核受体的功能区域由受体结合域（The
ligand-binding domain，LBD）、DNA 结合域（The DNA-binding domain，DBD）、
铰链（The hinge）以及核受体的氨基末端结构域等区域组成。LBD 与 DBD 在核
受体的结构中最为保守，其中 DBD 长约 70 个氨基酸，存在两个锌指结构，能识
别靶基因中的特征性序列并与之结合；核受体的氨基末端结构域的结构非常灵
活，排列以及长度都高度可变，而且很可能是无序性存在；与 DNA 配体结合域结
合的核受体铰链区在核受体家族成员之间结构最不保守，该区域有助于核受体二
聚体的形成[6-8]。
根据核受体与 DNA 结合的特征，可将核受体分为 3类：Ⅰ类核受体又称同源
二聚体受体，由类固醇受体组成，成员包括：雌激素受体（estrogen receptor ，
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ER），糖皮质激素受体（glucocorticoid receptor，GR），盐皮质激素受体
（mineralocorticoid receptor ，MR），孕激素受体（progestagen receptor，PR）
和雄激素受体（androgen receptor ，AR）。Ⅱ类受体称为异源二聚体受体，由非
类固醇受体组成，成员包括：包括 TR、维甲酸受体（Retinoic acid receptor,RAR）、
VDR、肝 X 受体（Livere X receptor,LXR）等，Ⅲ类受体将虽具有核受体的特征，
但目前并未找到配体的核受体纳入，称为孤儿受体。
1.1.3 辅调节因子
起初人们认为核受体是通过促进通用转录因子和 RNA 转录酶Ⅱ组装到目的
基因的启动子上来启动 RNA的合成，后 O'Malley等发现纯化的核受体与通用转
录因子组成的体外转录体系不足以完全激活转录活性[9]。这提示激素诱导的转录
活性还存在辅调节因子（coregulator）参与。
现如今已经发现有 300 多种辅调节因子参与核受体相关的基因表达与调控，
本实验所涉及的类固醇激素受体辅激活子 3，正是众多辅激活子家族中的成员之
一。
1.1.4 SRC 家族概述
类固醇激素受体辅激活子（Steroid receptor coactivator, SRC）是辅激活子家
族中的一员。因其家族中成员分子量都约为 160KDa，故又称 SRC/160 家族。
SRC-3家族中的成员包括 SRC-1、SRC-3、SRC-3，在人染色体上分别定位于 2p23、
8q21.1、20q12[10]，在小鼠染色体上的定位分别于 12A2-3,1A3-5 以及 2H2-4[11]。
SRC家族的三个成员在基因结构上有 40%的同源性[12],近年来通过对 SRC 家族成
员结构与功能的研究发现不同亚类的 SRC 家族成员可激活相同的核受体或转录
因子，而各自发挥的功能上又各有不同，这使对 SRC 家族功能的研究成为近年
来生物医学的研究热点之一[13]。
1.1.5 SRC 家族的结构
SRC 家族各成员基因结构都包含有 3 个结构域：N 端的 bHLH/PAS
（basic-helix-loop-helix/Per/ARNT/Sim）结构域；中部的受体相互作用结构域（NR
interaction domain，NID）;C 端的转录激活结构域（Transcriptional activation
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domain，AD）。
N 端的 bHLH/PAS 结构域在 SRC 家族各成员中基因结构最为保守，同源氨
基酸序列约占 60%。bHLH/PAS 结构域最早被发现存在于果蝇的 Per 和 Sim蛋白
中，后研究发现 SRC 家族的 3 个成员都具有这一结构[14]。bHLH/PAS 结构域属
于碱性螺旋-环-螺旋结构的 PAS亚科，bHLH 区域能和 DNA结合，PAS 区域有
利于形成异源蛋白二聚体，这提示 SRC 家族有介导 DNA 与 SRC 蛋白的结合以
及与同构蛋白形成异源二聚体的能力。实验还证明 N 端的 bHLH/PAS 结构域能
对 SRC基因 C 端的 AD1和 AD2 结构域的激活功能起协调作用，因此也把 SRC
家族的 bHLH/PAS结构域称为 AD3[15]。
中部的 NID 包含 3组 LXXLL（L:亮氨酸；X：任意氨基酸）重复序列，在
SRC家族各亚类基因序列中相对保守，在与配体-核受体复合物的相互作用中发
挥功能[16]。分析显示 LXXLL 原件的二级结构呈两性α螺旋结构，研究认为 SRC
家族中不同的 LXXLL 结构作用于不同的核受体[17]。SRC 蛋白中含有的三组
LXXLL 基因序列中某一组发生突变时，并不能完全抑制 SRC 蛋白与配体-受体
复合物的结合，提示 SRC蛋白与配体-核受体复合物的结合可能是多组 LXXLL
基因序列共同参与的结果。
C 端为 SRC 蛋白的结构域，包含有 AD1 和 AD2 两个区域。AD1 区域含有
多个 LXXLL元件，在 SRC3蛋白募集CBO/p300以及 p/CAF（p300/CBP-associated
factor）等 HAT活性的辅激活子中发挥重要作用。AD1 可将 CBP/300、p/CAF等
乙酰转移酶募集至下基因的启动子上，促进该区的染色质重构[15].AD2可与辅激
活蛋白关联精氨酸甲基转移酶（Coactivator-associated arginine methyltransferase
1，CARM1）、蛋白质精氨酸甲基转移酶（Protein arginine methyltransferase 1，
PMRT1）等组蛋白甲基转移酶相互作用[18-19]，将组蛋白甲基转移酶募集到下游基
因的启动子/增强子上，增强该区转录起始过程中的染色体重构及转录起始复合
物装配[15]。
1.1.6 SRC-3 基因的定位与表达
SRC-3是 SRC家族中的一员，具有 SRC 家族特征性结构。其基因于人类染
色体 20 号染色体 q12 区。在小鼠染色体中定位于 2 号染色体 H2-4 区，包含 20
个外显子，翻译起始于第 2个外显子，结束于第20个外显子，基因全长约 40kb[11]。
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SRC-3在虽然机体组织中表达广泛，但其在特定组织也作为特异基因呈现出特异
性高表达，如在睾丸中 SRC-3的 mRNA表达量相对较低，但其蛋白表达量却相
对较高。
1.1.7 SRC-3 的生物学功能
SRC-3是体内重要的功能型蛋白质，在机体内作用广泛，调节多种生命活动。
目前发现的 SRC-3在生物体中发挥的功能有：
SRC-3 在生物体生长发育中的作用：通过对比 SRC-3 基因敲除小鼠与野生
型小鼠的生长发育情况发现，SRC-3 基因敲除小鼠胚胎期 13 天左右胎重、新生
鼠体重以及生长发育同时期体重都明显低于野生型小鼠，提示 SRC-3 敲除会对
生物体的生长产生影响[20]。进一步研究显示，除生长缓慢外还出现性发育迟缓，
雌性小鼠不孕等生理影响，从激素水平探究 SRC-3 基因敲除型小鼠表型改变的原
因发现：SRC-3 基因敲除小鼠血清中的雌激素（estrogen）以及胰岛素样生长因
子-1（insulin-like growth factors-1, IGF-1）水平显著降低，这可能就是引起 SRC-3
基因敲除小鼠出现体重轻小与不育的原因[21]；
SRC-3在生物体免疫反应中的作用：在细菌脂多糖 LPS 诱导产生全身性炎症
反应的小鼠模型中，SRC-3基因敲除型小鼠模型表现出更为严重的炎症反应，基
因敲除小鼠体内的炎症因子水平明显高于野生型小鼠。通过分子生物学实验发
现，SRC-3可与 T细胞内抗原-1（T cell intracellular antigen-1，TIA-1）及其相关
蛋白相互作用，抑制了 TNF-α、IL-6、IL-β等前炎症因子 mRNA的翻译，从而抑
制了炎症反应[22]，这提示 SRC-3 在机体的炎症反应中可能起负性调控作用。在
大肠杆菌诱导的腹膜炎模型小鼠中，SRC-3基因敲除小鼠也表现出更为严重的炎
症反应，除上述调控机制外，研究还发现，SRC-3基因敲除使小鼠体内活性氧更
加产量增加，导致巨噬细胞加速凋亡，同时 SRC-3 基因敲除小鼠出现少清道夫
受体 A（Scavenger receptor A，SR-A）等的表达量降低，使小鼠巨噬细胞清除细
菌能力受损[23]，致使机体表现出了更加严重的炎症反应；
SRC-3在生物体癌症中的作用：大量研究资料表明，SRC-3在多种癌症中过
表达，如：胃癌、肝癌、结直肠癌、乳腺癌、前列腺癌、卵巢癌、非小细胞肺癌
和黑色素瘤等[23-24]。研究发现 SRC-3 在这些癌症中出现基因扩增、mRNA及蛋白
高表达。通过进一步细胞、分子生物学实验发现 SRC-3 在癌细胞增殖、分化、
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凋亡、侵袭迁移和代谢中都有重要作用[25-26]。
1.2 中性粒细胞与炎症免疫
1.2.1 中性粒细胞概述
在瑞氏（Wright）染色的血涂片中，中性粒细胞（neutrophil）被染成胞质呈
无色或极浅的淡红色的细胞，胞质中多弥散分布小的（0.2～0.4 微米）浅红或
浅紫色的特有颗粒，中性粒细胞的细胞核呈杆状或分叶状，叶与叶间有细丝相连
[27]。
中性粒细胞由其在骨髓中的前体细胞持续分化产生，每日约可产生约2×1011
个[28]。中性粒细胞的产生由粒细胞集落刺激因子(G-CSF)控制，G-CSF受调节中
性粒细胞的 T 细胞合成的白细胞介素-17A(IL-17A)调控[29]，而 IL-17A 的释放受
组织中的巨噬细胞以及树突状细胞合成的 IL-23调控[30]。在炎症反应期间，组织
中的中心粒细胞数量增加，随着时间推移，细胞逐渐凋亡，并被巨噬细胞和树突
状细胞清除，这个过程导致了巨噬细胞和树突状细胞 IL-23 的合成下调，从而降
低了 G-CSF的释放。中性粒细胞的成熟受转录因子 PU-1和 CCAAT/增强子合成
蛋白（C/EBP）的调控[31-32]，在成熟过程中，先后经历了粒系造血干细胞，早幼、
中幼、晚幼粒细胞过程最后分化为分叶核细胞存贮于骨髓等组织中。
人类和小鼠循环血液中的中性粒细胞的含量不同，在人体循环系统中
50%-70%循环白细胞为中心粒细胞，而在小鼠中，这个比例占 10-25%[33-34]。成熟
的中性粒细胞平均直径为 7-10μm，细胞核分裂，细胞质富含颗粒以及分泌囊泡
[35]。中性粒细胞胞质中充满了三种含有前促炎因子蛋白质的颗粒：第一种是嗜天
青颗粒，含有髓过氧化物酶（myeloperoxidase ，MPO）；第二种特异性颗粒，
含有乳铁蛋白（lactoferrin）；第三种明胶酶颗粒,含有基质金属蛋白酶 9（matrix
metalloproteinase 9）[36]。这三种蛋白质颗粒也可以进一步分为野生型过氧化物酶
阳性颗粒以及特异型过氧化物酶阴性颗粒。中性粒细胞活化时，分泌细胞首先将
细胞粘附所需分子转移至中性粒细胞表面，允许明胶颗粒传递可消化基底膜和细
胞外基质的蛋白酶，促使中性粒细胞迁移。
通常认为，中性粒细胞寿命较短，在小鼠与人类的循环系统中凋亡时间分别
为 1.5 小时与 8 小时[37-38]。这些研究数据是针对激活前的中性粒细胞。最近的研
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究显示，在激活的状态下，中性粒细胞在小鼠的循环系统中生存时间达到 12.5
小时，在人体循环系统的生存时间更是可以到达 5.4 天左右（人类中性粒细胞的
数据暂时还有争议，因为所用实验方法也标记到了骨髓中的中心粒细胞而导致血
液中的中性粒细胞寿命评估过高）[39]。这些数据能说明在机体的炎症状态下，中
性粒细胞被激活并且寿命增加了几倍，这保证了中性粒细胞在炎症部位的长期作
用[40-41]。中性粒细胞增寿现象在各类生物因子以及生长因素，以及细菌产物影响
下发生 [42]。增寿的中性粒细胞于组织中的作用更持久、更加活跃，但是他们在组
织中的持久存在可能会导致周围正常组织受损。
在生理状态下，可在骨髓，脾脏，肝脏和肺中发现中性粒细胞，具体聚集机
制尚不明确。现今研究认为，中性粒细胞可能储存在这些器官组织中，并监测组
织中的损伤以及病原体入侵。
在生理条件下，衰老的中性粒细胞循环至肝脏，脾脏与骨髓中清除[43-45]。衰
老中性粒细胞识别到 CXC 趋化因子 4（CXC-chemokine receptor 4，CXCR4）表
达增高后，受引导返回骨髓被清除。同时，CXCR4也被证明与中性粒细胞从骨
髓释放负相关[45]。也有文献证明，部分衰老的中性粒细胞最终流向了肠道，并有
益于肠道共生细菌[46]。衰老的中性粒细胞与抗感染的中性粒细胞于循环系统中凋
亡时，被固定在肝脏循环血管中，并最终被 Kuffer细胞吞噬清除[46]。Kuffer细胞
与树突状细胞对中性粒细胞的清除作用与 IL-17，IL22，G-CSF 细胞因子轴相关。
这个反应轴刺激骨髓生产中性粒细胞，也促进凋亡的中性粒细胞于组织中清除。
这个细胞因子轴受到肝 X受体(liver X receptors LXRs)的副性调节[47]。最近的研究
发现，中性粒细胞有另外一种凋亡方式是将核内容物释放至胞外作为 NETs行使
免疫作用[48-49]。但 NETs的清除机制仍然未知。
研究表明，中性粒细胞在感染、炎症与癌症的免疫中存在不同亚型[50-53]，研
究 发 现 耐 甲 氧 西 林 金 黄 色 葡 萄 球 菌 (methicillin resistant staphylococcus
aureus,MRSA)的小鼠与不耐MRSA小鼠在受到MRSA感染后产生的中性粒细胞
在炎症因子与趋化因子的表达方面有很大区的别，作用功能甚至出现了促炎和抗
炎两种截然不同的作用，分子研究发现他们产生的中性粒细胞核型也不同[50]。也
有研究在荷瘤小鼠中发现了不同类型的中性粒细胞[51]。这有可能是因为中性粒细
胞在不用的免疫环境中受不同趋化调控分化出了不同的表型。
在大多数组织中中性粒细胞的募集经历了束缚、滚动、粘附、爬行、最终迁
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移的过程。当组织内皮表面，前哨白细胞与病原体接触时释放炎症因子（组胺、
半胱氨酸、白三烯和细胞因子）刺激中性粒细胞募集。内皮细胞也接受模式识别
受体(pattern-recognition receptor ,PRR) 介导的病原监测来增强粘附分子的表达，
在 PRR监测到病原体入侵后，Weibel-Palade 小体中存储的 P-选择素（P-selectin）
在几分钟内上调，90 分钟内，E -selectin也发生了上调[54]。这两种选择素在中性
粒细胞的募集上有交叉，当出现于内皮表面的 E选择素与 P选择素与糖基化配体
结合[55]，在内皮细胞上捕获循环系统中自由流动的中性粒细胞，使其于血管上沿
血流方向滚动。中性粒细胞于内皮的滚动有助于接触趋化因子修饰的内皮以诱导
活化， 中性粒细胞的最终活化可能是通过促炎因子TNF-α，IL-1β特异性引发，
或通过内皮暴露的病原体相关分子模式而引发(pathogen-associated molecular
patterns，PMPs)，后经 NADPH氧化酶途径的活化[56]。在中性粒细胞活化和趋化
过程中 ELR-CXC 趋化因子（在紧邻氨基末端 CXC 基序之前含有谷氨酸 - 亮氨
酸 - 精氨酸基序的 CXC 趋化因子）发挥重要作用[57]。ELR-CXC 趋化因子包括
人类中的 CXCL8（也称为 IL-8）及其在小鼠中的类似物：CXCL1（也称为 KC），
CXCL2和 CXCL5（也称为 LIX）。 这些趋化因子通过 CXCR2信号通过激活嗜
中性粒细胞并随后促进其与内皮的粘附[58-59]。中性粒细胞的粘附、爬行以及迁移
过程受整联细胞的相互作用，内皮细胞内分泌的趋化因子激活了滚动的中性粒细
胞，诱导中性粒细胞表面的整联素构象变化，沿内皮细胞分泌的趋化因子浓度诱
导至迁移点。
1.2.2 中性粒细胞与炎症免疫
在病原体入侵机体内被中性粒细胞识别后，中性粒细胞将病原体吞噬入胞
内，而后在细胞内通过活性氧或抗菌蛋白，如组蛋白酶、乳铁蛋白和溶菌素杀死
病原体；也可以通过外分泌作用将抗菌蛋白从中性粒细胞颗粒内释放至胞外，抑
制周围环境中的病原体；现今研究发现，中性粒细胞还能够释放中性粒细胞细胞
外分子（neutrophil extracellulartraps，NETs）来杀灭细胞外微生物，NETs由 DNA
原件、组蛋白、乳铁蛋白、MPO 等组成，可以通过固定病原体防止其扩散，并
有助于中性粒细胞捕捉吞噬病原体，研究也认为 NETs能够直接通过杀菌蛋白和
蛋白酶来消灭病原体[60]。
中性粒细胞是一种分叶核白细胞，在机体的急性免疫中发挥着重要的作用
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